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Bevezetés 
Az 1970-es évek óta folyamatosan növekszik a mikrobiális fertőzések 
esetszáma, ami komoly gondot jelent mind az egészségügy, mind a 
mezőgazdaság számára. A problémát tovább súlyosbítja a legyengült 
immunrendszerű betegek növekvő száma (pl. AIDS, rosszul kezelt diabetes 
mellitus, szervátültetés), az immunszupresszív terápia elterjedése, az 
antibiotikumokra rezisztens mikroorganizmusok számának növekedése és a 
széles spektrumú antibiotikumok nem megfelelő használata. Különösen 
nagymértékű növekedés következett be az opportunista gombafertőzések 
esetszámában, amikor a legyengült szervezetben, egy egészséges emberrel 
szemben nem patogén gomba kórokozóként tűnik fel. 
A növényvédelemnek is komoly gondot jelent a fonalasgombák által 
okozott, a világszerte hatalmas mezőgazdasági terméskiesés nagy részéért 
felelős fertőzések leküzdése. Az ennek érdekében tett erőfeszítések célja a 
hatékony antimikrobiális szerek alkalmazásával történő ermésátlag megtartása, 
illetve annak növelése. Az ilyen szerekkel szemben támasztott legfontosabb 
követelmény, hogy ne károsítsa a környezetet; ne okozzon egészségügyi 
problémákat emberben, állatokban és növényekben. Fontos szempont továbbá, 
hogy minél olcsóbban és nagyobb mennyiségben lehessen előállítani. 
Mindezekből következően szükség van új, hatékony antifungális szerek 
kifejlesztésére. Az eddigi vizsgálatok alapján, a fonalasgombák által termelt 
defenzinszerű antimikrobiális proteinek számos tulajdonsága megfelel az 
újonnan kifejlesztendő, a gyógyászatban és a növényvédelemben használatos 
szerekkel szemben támasztott legfontosabb követelményeknek, így a már 
korábban vizsgált, a Neosartorya fischeri NRRL 181 által termelt Neosartorya 
fischeri antifungális protein (NFAP) is. 
Irodalmi áttekintés 
Az ascomycota fonalasgombák által termelt defenzinszerű antifungális 
proteinek jellemzése 
Több évtizede ismert, hogy számos növényi- és állati szervezet képes olyan 




védelmet biztosítanak számukra egyes mikroorganizmusokkal szemben. 
Antimikrobiális peptideket a ma ismert élőlények szinte minden csoportja 
termel. Termelhetik például baktériumok, protozoonok, növények, ízeltlábúak 
és gerincesek is. Az 1990-es évek második felétől a defenzinek szerkezetéhez 
nagymértékben hasonló, antifungális hatással rendelkező fehérjéket izoláltak a 
tömlősgombák törzsébe tartozó fonalas gombafajokból: Aspergillus clavatus 
antifungális protein (ACLA), Aspergillus giganteus (MDH 18894) antifungális 
protein (AFP), Aspergillus giganteus (A3274) antifungális protein 
(AFPNN5353), Aspergillus niger antifungális protein (ANAFP), Fusarium 
polyphialidicum antifungális protein (FPAP), Penicillium nalgiovense 
antifungális protein (NAF), Neosartorya fischeri antifungális protein (NFAP), 
Penicillium chrysogenum (Q176) antifungális protein (PAF) és Penicillium 
chrysogenum (RP42C) antifungális protein (PgAFP).1 Az eddig ismertté vált 
Ascomycoták által termelt antifungális proteineket és azok tulajdonságait az 
(1. táblázat) foglalja össze. Ezek az extracelluláris fehérjék hasonló szerkezetük 
ellenére, eltérő hatásmechanizmussal és fajspecifitással rendelkeznek. A 
legfontosabb közös tulajdonságaik: az alacsony molekulatömeg (5,8–6,6 kDa), 
a bázikus karakter és a 6–8 cisztein molekula által képzett intramolekuláris 
diszulfid-hidak jelenléte, amelyek nagymértékű stabilitást biztosítanak 
számukra proteáz degradációval és magas hőmérséklettel szemben, továbbá 
széles pH tartományon belül.2 A fehérjék bázikus jellegét a nagy mennyiségben 
jelenlévő arginin és lizin származékok okozzák. Elsődleges szerkezetükben a 
felsorolt jellemzők ellenére viszonylag kismértékű hasonlóságot mutatnak. Az 
aminosav szekvenciák között csak 31,6–91,4%-os a hasonlóság, kivéve a PAF-t 
és a NAF-t, amelyek teljesen azonosak.3 Az ACLA, az AFP, az ANAFP és a 
PAF érett formái aminosav szekvenciájukban különbözőek, azonban nagyon 
hasonló harmadlagos fehérjeszerkezettel rendelkeznek.4 Aminosav 
szekvenciájukban minden esetben konzervált homológ régiók figyelhetők 
meg.5 Ilyen a cisztein molekulák elhelyezkedése és az azokat határoló 
aminosavak kisebb-nagyobb mértékű egyezése (1. kép).6 A fehérjék in silico 
előre jelzett harmadlagos szerkezete nagyon hasonlít a defenzinek 
szerkezetéhez, három hurokkal összekapcsolt öt antiparallel β-redőt tartalmaz, 
ami egy β-hordót alakít ki.7 
                                                           
1 BINDER ET AL. 2011, 209; GALGÓCZY ET AL. 2013b, 131–137; GEISEN 2000, 95–101; KOVÁCS ET 
AL. 2011b, 1724–1731; LEE ET AL. 1999, 646–651; MARX ET AL. 1995, 167–171; RODRÍGUEZ-
MARTÍN ET AL. 2010, 541–547; SKOURI-GARGOURI – GARGOURI 2008, 1871–1877; WNENDT – 
ULBRICH – STAHL 1994, 519–523. 
2 MARX 2004, 133–142; MEYER 2008, 17–28. 
3 MARX 2004, 133–142. 
4 MARX 2004, 133–142; BATTA ET AL. 2009, 2875–2890; MEYER 2008, 17–28. 
5 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559. 
6 MARX ET AL. 1995, 167–171; MARX 2004, 133–142. 
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1. táblázat: A Penicillium chrysogenum antifungális protein (PAF) és az ascomycota 
fonalas gombákból izolált homológjai 
A proteinek rövidítése: ACLA, Aspergillus clavatus antifungális protein; AFP, Aspergillus 
giganteus antifungális protein; ANAFP, Aspergillus niger antifungális protein; FPAP, Fusarium 
polyphialidicum antifungális protein; NAF, Penicillium nalgiovense antifungális protein; NFAP, 
Neosartorya fischeri antifungális protein; PAF, Penicillium chrysogenum antifungális protein. A 
törzsgyűjtemények rövidítése: BFE, Federal Research Centre for Nutrition, Karlsruhe, Germany; 
MDH , Michigan Department of Health, USA; KCTC , Korean Collection for Type Cultures, 
Biological Resource Center, Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology, Daejeon, 
South Korea; NRRL , Agricultural Research Service Culture Collection, National Center for 
Agricultural Utilization Research, Peoria, Illinois USA; SZMC, Szeged Microbial Collection, 
University of Szeged, Szeged, Hungary. 
Ezt a szerkezeti tulajdonságot az AFP és a PAF esetében kísérletesen is 
megerősítették.8 A PAF és az AFP a legintenzívebben tanulmányozott 
fonalasomba eredetű defenzinszerű antifungális fehérje. Antimikrobiális 
hatásukat az egy- illetve kétértékű kationok jelenléte erősen csökkenti.9 
Bebizonyították, hogy génjeik 5’-upstream régiói, olyan transzkripciós faktorok 
kötőhelyeit tartalmazzák, amelyek részt vesznek a környezeti stresszválaszra 
beinduló génexpresszióban.10 A szakirodalomban kevés információ áll 
                                                           
8 BATTA ET AL. 2009, 2875–2890; CAMPOS-OLIVAS ET AL. 1995, 3009–3021; LACADENA ET AL. 
1995, 273–281. 
9 MARTINEZ-RUIZ ET AL. 1997, 81–87; MARX 2004, 133–142. 




rendelkezésünkre a fehérjék szerkezete és antifungális hatása közötti kapcsolat 
megértéséhez. A meglévő adatok elsősorban a PAF-ra korlátozódnak. 
Megállapították, hogy az optimális antifungális hatás eléréséhez, szükséges a 
fehérjék megfelelő térszerkezetének kialakulása, a diszulfid-hidak jelenléte, 
továbbá a gombaellenes hatás kifejtéséért a molekula erősen konzervált, pozitív 
töltésű, lizingazdag felületi régiója a felelős.11 
 
1. kép: A Penicillium chrysogenum antifungális protein 
és ascomycota fonalas gombákból izolált homológjai 
Rövidítések: ACLA, Aspergillus clavatus VR1 antifungális protein (acc.no.: ABR10398) (SKOURI-
GARGOURI – GARGOURI 2008); AFP, Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungális protein 
(acc.no.: X60771) (WNENDT – UNBRICH – STAHL 1994); AFPNN5353 Aspergillus giganteus 
A3274 antifungális protein (BINDER ET AL. 2011); ANAFP, Aspergillus niger KCTC 2025 
antifungális protein (LEE ET AL. 1999); FPAP, Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 antifungális 
protein (acc.no.: CAR79015) (KOVÁCS ET AL. 2011); NFAP, Neosartorya fischeri NRRL 181 
antifungális protein (acc.no.: CAQ42994) (GALGÓCZY ET AL. 2013); PAF, Penicillium 
chrysogenum Q176 antifungális protein (acc.no.: AAA92718) (MARX ET AL. 2008); PgAFP, 
Penicillium chrysogenum RP42C antifungális protein (acc.no.: ACX54052); NAF, Penicillium 
nalgiovense BFE 66, 67, 474 antifungális protein (GEISEN 2000). 
A defenzinszerű antifungális fehérjék hatásmechanizmusa 
A fonalas Ascomycoták által szekretált defenzinszerű antifungális proteinek 
eltérő gombaellenes spektrummal rendelkeznek,12 azonban harmadlagos 
szerkezetük nagyon hasonló és a fonalas gombákban hasonló tüneteket váltanak 
ki.13 Gátolják a hifák növekedését, a spórák csírázását és többszörösen elágazó 
hifanövekedést idéznek elő.14 A növekedésgátlás koncentrációfüggő és 
elsősorban más fonalas gombákkal szemben érvényesül.15 Annak ellenére, hogy 
a felsorolt tünetek megegyeznek, a két legalaposabban tanulmányozott protein 
(a PAF és az AFP) esetében kiderült, hogy azok hatásmechanizmusa 
                                                           
11 MARX ET AL. 2005, 35–46. 
12 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; MARX 2004, 133–142; MEYER 2008, 17–
28. 
13 BATTA ET AL. 2009, 2875–2890; CAMPOS-OLIVAS ET AL. 1995, 3009–3021; LACADENA ET AL. 
1995, 273–281. 
14 KOVÁCS ET AL. 2011b, 1724–1731; MARX ET AL. 2008, 445–454; MARX 2004, 133–142; MEYER 
2008, 17–28. 




különbözik. A PAF receptormediált endocitózissal jut be az érzékeny gombák 
sejtjeibe és ott egy G-protein kapcsolt jelátviteli úton keresztül intracellulárisan 
fejti ki hatásait: intracelluláris oxidatív stresszt, metabolikus inaktivitást, 
reaktív oxigén gyök (ROS) felhalmozódást és plazmamembrán 
hiperpolarizációt idéz elő.16 
A cAMP/protein kináz A szignalizációs kaszkád aktiválásával apoptózist 
indukál és a protein kináz C/mitogén aktivált protein kináz szignalizációs 
útvonal gátlása révén gátolja a sejtfal szintézisét.17 Ezzel szemben az AFP 
nagyobb része a sejtfal külső rétegében, a sejtfalban és a plazmamembránban 
halmozódik fel, ahol a sejtfal integritásának a megszűnését és plazmamembrán 
permeabilizációt idéz elő, és a kitin-szintázok specifikus gátlása révén 
megakadályozza a sejtfal kiépülését. Kisebb hányada pedig közvetlenül 
elektrosztatikusan köt a rá érzékeny mikroorganizmus membránjához és azon 
pórusokat képez.18 
Bebizonyították, hogy ezek a fehérjék hatással vannak az érzékeny 
mikroorganizmusok Ca2+ háztartására, ugyanis az A. giganteus A3274-ből 
izolált AFPNN5353 és a PAF az A. niger-ben és a Neurospora crassa-ban 
felborítja a Ca2+-homeosztázist, illetve a citoszólikus Ca2+ szabad nyugalmi 
szintjét is jelentősen megemeli.19 A defenzinszerű antifungális fehérjék a 
termelő gomba aszexuális differenciálódásában is fontos szerepet játszanak, 
illetve szerepük lehet az élőhelyért és a tápanyagokért folytatott versenyben a 
hasonló ökológiai niche-t elfoglaló gombafajokkal szemben.20 
A fonalas Ascomycota fajok által szekretált defenzinszerű antifungális 
fehérjék, számos tulajdonságuk alapján, az orvosi és a mezőgazdasági 
területeken alkalmazható hatékony gombaellenes szerek alapjául 
szolgálhatnak.21 Hatékony antifungális hatást fejtenek ki a potenciális humán- 
és növénypatogén gombafajokkal szemben.22 Nem okoznak toxikus hatást 
növényi sejteken in vitro és in vivo, így alkalmazhatók a mezőgazdaságban, 
illetve nem károsítják az emlős sejteket, nem váltanak ki gyulladáskeltő 
reakciót in vitro és a PAF, antifungális hatását megtartva, ártalmatlannak 
                                                           
16 BINDER ET AL. 2010a, 1374–1382; GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; 
KAISERER ET AL. 2003, 204–210; LEITER ET AL. 2005, 2445–2453; OBERPARLEITER ET AL. 2003, 
3598–3601. 
17 BINDER ET AL. 2010b, 294–307.; GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; LEITER ET 
AL. 2005, 2445–2453. 
18 BINDER ET AL. 2011, 209; HAGEN ET AL. 2007, 2128–2134; LACADENA ET AL. 1995, 273–281; 
THEIS ET AL. 2003, 588–593; THEIS ET AL. 2005, 47–56. 
19 BINDER ET AL. 2011, 209; BINDER ET AL. 2010a, 1374–1382. 
20 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; HEGEDŰS ET AL. 2011, 253–262. 
21 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI  2010, 550–559. 





bizonyul az emlős szervezeten belül.23 Képesek szinergista kölcsönhatásba 
lépni más antimikrobiális peptidekkel, antifungális és antifungális aktivitással 
rendelkező, nem-antifungális szerekkel. Nagymértékű stabilitást mutatnak a 
proteáz degradációval, a magas hőmérséklettel és a széles pH tartománnyal 
szemben,24 továbbá gazdaságosan megtermeltethetők.25 Azonban a felsorolt 
ígéretes tulajdonságok ellenére a fehérjék gyakorlati alkalmazása továbbra is 
korlátozott. 
Ennek fő okai: az alacsony hozamú termelés,26 az egy- és kétértékű 
kationok jelenléte okozta gombaellenes hatás csökkenés,27 a zűk antifungális 
spektrum és az, hogy a mai napig nem ismert a fehérjeszerkezet és antifungális 
hatás közötti kapcsolat.28 
Neosartorya fischeri antifungális fehérje 
Az N. fischeri antifungális protein (NFAP) az N. fischeri (anamorfja: A. 
fischerianus) izolátumból kimutatott 6,6 kDa tömegű, antifungális aktivitással 
rendelkező, defenzinszerű fehérje. Ötvenhét aminosavból álló bázikus, 
ciszteinben gazdag protein. 37,9–50%-os homológiát mutat az ACLA, az AFP, 
az ANAFP és a PAF aminosav szekvenciájával.29 Az NFAP molekula 
lehetséges térbeli szerkezetét in silico készítettük el, felépítésének részletes 
megismerése érdekében (a Ramachandran plot: 90,02%-ra értékelték 
PROCHECK segítségével) (2. kép).30 A előre jelzett szerkezet alapján az NFAP 
becsült tömege 6625,5 Da és az izoelektromos pontja 8,93 (3.A kép).31 A 
molekula nettó töltése +5,0 (pH=7.0) (PROTEIN CALCULATOR v3.3, The 
Scripps Kutatóintézet32). Ez az in silico előre jelzett struktúra nagymértékű 
hasonlóságot mutat a defenzinszerű molekulák szerkezetével: hurkokkal 
összekapcsolt öt antiparallel β-redőből (L1-G5, N12-I18, K21-C27, K41-S46 és 
K50-D54) épül fel, amelyet három intracelluláris diszulfid híd stabilizál (C7-
C35, C14-C42 és C27-C53) (3.B kép).33 Az NFAP tartalmaz: egy N-terminális 
β-redőt (L1-G5), egy nagy, a C27 és C35 között elhelyezkedő hurkot és egy, az 
                                                           
23 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; MARX ET AL. 2008, 445–454; MEYER 2008, 
17–28; PALICZ ET AL. 2013, 8–16. 
24 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559. 
25 MARX 2004, 133–142; MEYER 2008, 17–28. 
26 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; MARX 2004, 133–142; MEYER 2008, 17–
28. 
27 MARX 2004, 133–142. 
28 GALGÓCZY – KOVÁCS – VÁGVÖLGYI 2010, 550–559; MARX 2004, 133–142; MEYER 2008, 17–
28. 
29 KOVÁCS ET AL. 2011b, 1724–1731. 
30 LASKOWSKI ET AL. 1993, 283–291; LASKOWSKI ET AL. 1996, 477–486. 
31 ARTIMO ET AL. 2012, 597–603. 
32 PROTEIN CALCULATOR v3.3, The Scripps Kutatóintézet. 
Forrás: http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html (2014.04.13. 17:18). 




utolsó β-redőt (K50-D54) követő, három aminosavból álló rövid farkat (F55-
H57) (3.A kép). Az AFP-hez és a PAF-hoz hasonlóan, az NFAP is amfipatikus 
felülettel és egy központi, rejtett, hidrofób maggal rendelkezik (Y3, I18, Y16, 
Y23, Y44) (3.C és D kép).34 
 
2. kép: Ramachandran plot (90.02%) Az NFAP in silico előre jelzett struktúrájának 
PROCHECK segítségével történő értékelése (LASKOWSKI ET AL. 1993; LASKOWSKI ET AL. 1996) 
Az NFAP antifungális hatásainak érzékeny gombafajokon megfigyelhető 
megnyilvánulásai a többi antifungális fehérje esetén megfigyelt tünetekkel 
nagymértékű egyezést mutatnak. Az NFAP csírázás során kiváltott tünetei az 
AFP és PAF esetében leírtakhoz hasonló, jellemző a duzzadt, rövid, görbült 
hifa és a töredezett citoplazma,35 továbbá jellemző, hogy ez a három protein 
különböző, szűk antifungális spektrumuk ellenére, hasonló fajspecifitással 
rendelkeznek.36 
Szerkezete következtében nagymértékű stabilitást mutat extrém pH és 
hőmérsékleti értékekkel, illetve proteolízissel szemben.37 A tünetei mögötti 
pontos hatásmechanizmus, valamint a fehérje szerkezete és antifungális hatása 
közötti kapcsolat a mai napig nem tisztázott. 
                                                           
34 PETTERSEN ET AL. 2004, 1605–1612. 
35 MARX 2004, 133–142; MEYER 2008, 17–28. 
36 KOVÁCS ET AL. 2011a, 327; KOVÁCS ET AL. 2011b, 1724–1731; MARX 2004, 133–142; MEYER 
2008, 17–28. 





3. kép A: Neosartorya fischeri antifungális protein (NFAP) elsődleges aminosav szekvenciája 
(ARTIMO ET AL. 2012; CERONI ET AL. 2006; CHENG ET AL. 2005; SALI ET AL . 1995). B: 
MODELLER 9.9 segítségével elkészített és a UCSF Chimera szoftver segítségével 
megjelenített érett NFAP hipotetikus 3D modellje (PETTERSEN ET AL. 2004; SALI ET AL . 1995). 
A feltételezett diszulfidhidak sárgával vannak jelölve. C–D: UCSF Chimera szoftver elemzése 
alapján az NFAP előre jelzett elektrosztatikus (C) és hidrofób (D) felülete (PETTERSEN ET AL. 
2004). 
Az AFP-t és PAF-ot kódoló gének upstream régiójához hasonlóan, az nfap 
gép upstream régiójában is számos, a környezeti stresszválasz szabályozásában 
szerepet játszó elem van jelen.38 Az NFAP hatékonyan gátolja számos 
fonalasgomba növekedését, beleértve a potenciális növény és humán 
patogéneket is.39 Más antifungális fehérjéhez hasonlóan, ez a növekedésgátló 
hatás dózisfüggő tulajdonságot mutat az érzékeny gombafajokkal szemben, 
továbbá nagymértékben függ az extracellulárisan jelenlévő egy- és kétértékű 
kationoktól.40 
  
                                                           
38 MARX 2004, 133–142. 
39 KOVÁCS ET AL. 2011a, 327; KOVÁCS ET AL. 2011b, 1724–1731. 





Előzetes munkánk során izoláltunk és jellemeztünk a Neosartorya fischeri 
NRRL181-ből egy antifungális fehérjét (N. fischeri antifungális protein, 
NFAP).41 Kimutattuk, hogy az NFAP számos orvosi és mezőga dasági 
szempontból káros fonalasgomba növekedését gátolja.42 Előállítottunk egy a 
proteinre szenzitív, az NFAP-t heterológ módon megtermelni képes Aspergillus 
nidulans gombatörzset. 
A szakirodalomban nem található magyarázat a fonalasgombák által termelt 
defenzinszerű antimikrobiális proteinek biológiai szerepére. Ilyen típusú 
proteineket mindezidáig kizárólag mezőgazdasági és orvosi szempontból 
jelentős fajokban sikerült kimutatni. Feltételezéseink szerint fontos szerepet 
játszhatnak a tápanyagok megszerzéséért és a megfelelő élőhelyért folytatott 
versenyben más, hasonló ökológiai niche-t elfoglaló mikroorganizmusokkal 
szemben. 
Mindezek alapján a munkánk során célul tűztük ki: 
1. A N. fischeri NRRL 181 NFAP-t kódoló génben deléciós mutánsának 
előállítását. 
2. Vad típusú és deléciós mutáns N. fischeri törzsek növekedésének 
vizsgálatát eltérő táptalajtípusokon (CM (komplett táptalaj) és MM 
(minimál táptalaj)). 
3. Vad típusú és deléciós mutáns N. fischeri törzsek in vitro 
antagonizmusának vizsgálatát különböző nemzetségbe tartozó 
járomspórás- és tömlősgomba izolátumokkal szemben, eltérő 
táptalajtípusokon (CM és MM). 
Eredmények és megvitatásuk 
A ∆nfap mutáns Neosartorya fischeri előá lítása 
A szintetizált lineáris deléciós konstrukcióval elvégeztük a Neosartorya fischeri 
NRRL 181 izolátum transzformációját. A PEG(polietilén glikol)-mediált 
transzformáció 5 µg DNS és 1×106 protoplaszt alkalmazásával történt. A 
transzformáns telepek a transzformációt követően 2–3 nap után jelentek meg. A 
kísérletek során nyert transzformánsok szelekcióját pyritiamin antibiotikum 
rezisztencia markergén alapján végeztük, melyek genotípusát a genomi DNS 
EcoRV-el történő emésztése után Southern blot analízissel ellenőriztük. 
Sikeresen deletáltuk az nfap gént Neosartorya fischeri NRRL 181 
izolátumból. A Southern blot analízis kimutatta, hogy a transzformánsokban a 
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bevitt konstrukció az nfap gén helyére sikeresen beépült, azonban ektopikus 
integráció következtében további beépülések jöttek létre (4. kép
1.    2.    3.    4.    5.    6.   7.   8.   9.   10.   11.  12.
4. kép: Az nfap génpróbával végzett Southern blot analízis. 1. DIG-jelölt 
(Roche), 2. Neosartorya fischeri vad típus, 3-11. transzformánsok, 12. psk275 plazmid
A vad típusú és a ∆nfap mutáns Neosartorya fischeri növekedésének vizsgálata
A vizsgálataink során kapott eredményekből megállapítható, hogy CM 
táptalajon a mutáns törzs a vad típushoz képest lassabb mérték
mutat, és a közöttük kialakult különbség minimális. 24, 48 és 72 órá
eredmények esetében szignifikáns eltérés is megfigyelhető. A MM táptalajon 
vizsgált vad és mutáns törzsek növekedése között nagyobb mérték
észlelhető, mint CM táptalaj esetében. A 24, 48 és 72 órás adatok kivételével, 
minden esetben szignifikancia figyelhető meg a vad és mutáns törzsek között, 
melynek mértéke az idő elteltével növekszik, és egyre nagyobb a különbség a 




Komplett táptalaj  Minimál táptalaj
Vad típus ∆nfap Vad típus ∆nfap
96 óra 43,7±0,6 41,7±1,5nsz 35,7±2,1 32,3±1
120 óra 52,0±1,0 50,3±0,6nsz 44,7±1,2 39,7±0
144 óra 64,3±0,6 62,3±0,6nsz 56,0±1,0 42,7±0
168 óra 71,7±0,6 71,0±1,0nsz 63,0±2,0 48,0±1
2. táblázat: A vad és a ∆nfap mutáns Neosartorya fischeri NRRL 181 törzsek növekedése 
komplett és minimál táptalajon 25 °C–on 






















In vitro antagonizmus tesztek minimál és komplett táptalajon 
A vizsgálat során minimál- és komplett táptalajokra leoltott, vad típusú és 
∆nfap mutáns N. fischeri növekedését vizsgáltuk 10 járomspórás- és 11 
tömlősgomba izolátummal szemben. A táptalajos Petri-csészék elkészítését 
követően, az 1 ml 105 spóra/ml szuszpenzióból kinőtt tenyészetekből 
dugófúróval agarkorongokat készítettünk, majd a megfelelő táptalajt tartalmazó 
Petri-csészékre a micéliumot hordozó résszel lefelé, a középponttól 1,5 cm 
távolságra elhelyeztük a N. fischeri izolátumokból kivágott korongokat. 24 óra 
elteltével a leoltott izolátumoktól 3 cm távolságra, szintén a micéliumot 
hordozó résszel lefelé elhelyeztük a megfelelő törzsek agarkorongjait (5. kép). 
Az így elkészített Petri-csészéket 25 vagy 37°C-on (R. miehei) inkubáltuk és 24 
óránként vizsgáltuk. 
Komplett táptalajon végzett teszteken megfigyelhető, hogy mind a vad, 
mind a deléciós mutáns hatékonyan visszaszorította az Actinomucor elegans 
(NRRL 1706), a Backusella circina (NRRL 3293) a Mortierella nantahalensis 
(NRRL 5842), a Fusarium cerealis (SZMC 11048), a Fusarium graminearum 
(SZMC 11054), a Fusarium poae (SZMC 11045) és a Fusarium 
polyphialidicum (SZMC 11042) növekedését. Minimál táptalaj esetében a 
Rhizomucor miehei (CBS 360.92) a Mucor rammanianus (WRL CN(M)304) és 
az Aspergillus giganteus (IMI 343707) törzsekkel bővült az NFAP-ra érzékeny 
fonalasgombák listája. 
 





A vizsgálat során kapott eredmények alapján összességében elmondható, hogy: 
• a vad típusú törzs szignifikánsan hatékonyabban gátolta az NFAP-
érzékeny izolátumok növekedését, mint a deléciós törzs; 
• ez a gátló hatás (és a két törzs in vitro antagonizmus képességbeli 
különbsége) elsősorban minimál táptalajon érvényesült; 
• amennyiben a vad és ∆nfap mutáns törzsek növekedésgátló hatást 
mutattak ugyanazon kompetítor gombaizolátummal szemben, a deléciós 
törzs in vitro antagonizmus értéke szignifikánsan kisebb volt. 
A szakirodalomban a mai napig nem található magyarázat a fonalasgombák 
által termelt defenzinszerű proteinek biológiai szerepére. Feltételezéseink 
szerint a fonalas gombafajok számára, a velük hasonló táplálkozási és ökológiai 
igényekkel rendelkező organizmusokkal szembeni sikeres versenyben, az 
általuk termelt defenzinszerű antifungális proteinek nagymértékű előnyt 
nyújtanak, hiszen ezek a fehérjék a mikrobiális hatásokkal szemben, a termelő 
gazdák veleszületett immunitásának és az elsődleges védelmi vonalának 
primitív mechanizmusait jelentik.43 AFP termelő A. giganteus izolátummal 
végzett in vitro antagonizmus kísérletek során kimutatták, hogy egy hasonló 
ökológiai niche-t elfoglaló fonalasgomba jelenléte fokozza az fp gén 
expresszióját, ezáltal a környezetben megnőtt AFP mennyisége előnyt biztosít 
az A. giganteus számára a hasonló élőhelyért folytatott küzdelemben.44 Ebben a 
kísérleti rendszerben is nagymértékben befolyásolta az alkalmazott táptalaj 
összetétele az A. giganteus antagonista képességét.45 Munkánk egyik fő célja az 
volt, hogy az említett feltételezéseket megvizsgáljuk az NFAP-t termelő N. 
fischeri törzsek, hasonló ökológiai niche-t elfoglaló mikroorganizmusokkal 
szembeni, tápanyagok megszerzéséért és a megfelelő élőhelyért folytatott 
versenyben. 
Kísérleti eredményeink lényeges ismereteket szolgáltathatnak a 
későbbiekben a fonalasgombák által termelt defenzinszerű proteinek biológiai 
szerepének, illetve pontos hatásmechanizmusának megismeréséhez. 
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Cysteine-rich antifungal proteins secreted by filamentous Ascomycetes have 
great potential for medical and agricultural applications where antibiotic 
resistance of (opportunistic) fungal pathogens poses significant problems. In 
spite of that they are intensively studied nowadays; there is no information in 
the literature about their exact biological function. We suppose that they also 
play a role in the emulation for nutrients and habitat against microorganisms 
with similar ecological niche. In our previous work we demonstrated that the 
Neosartorya fischeri NRRL 181 secretes a novel representative of this protein 
group, termed the N. fischeri antifungal protein (NFAP). Our goal was the 
investigation of its biological role in the competition for habitat against 
potential competitor fungal isolates. 
In our work we created the nfap-deletion mutant strain of the N. fischeri 
NRRL 181, and we analysed its growth in minimal and complete medium 
compared to the wild-type. We also examined the in vitro antagonism ability 
(via calculation of in vitro antagonism index, IVAI) of the wild type and the 
∆nfap mutant strains against possible competitor fungal isolates belonging to 
Zygo- and Ascomycetes. 
We observed that ∆nfap strain shows slower growth than the wild-type in 
minimal medium. Compared to the ∆nfap strain, the wild-type effectively 
inhibited the growth of NFAP-sensitive fungal isolates. This difference in the in 
vitro antagonism ability is prevailed strongly in minimal medium. If both types 
of N. fischeri showed inhibition effect against the competitor fungal isolate, 
IVAI of ∆nfap strain was lower. 
Based on our results NFAP plays a role in the emulation for nutrients and 
habitat against fungi with similar ecological niche and in the fungal growth in 
the presence of nutrient limitation. 
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